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Die folgenden Angaben sind den vom Anmeldar eingereichten Unterlagen entnommen 

(g) Zwei-Komponenten Zusammensetzungen zur in situ Herstellung v. Fibroblasten und Keratinozyten 
umfassenden Zelltransplantaten 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft die Gebiete der euka- 

ryotischen ZellkuJtur und des Tissue-Engineering, insbe- 

sondere fibrinhaltige Keratinozyten- und Fibroblastensus- 

pensionen auf Zwei-Komponentenbasis. Ferner betrifft 

die vorliegende Erfindung die Verwendung der erfTn- 

dungsgemafcen Keratinozyten- und Fibroblastensuspen- 

sionen zur in situ Herstellung autologer (Zell-)Transplan- 

tate; insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung 

der Trans plantate zur Behandlung von Patienten mrtchro- 

nischen Ulzera unterschiediicher Genese, Verbrennungs- 

wunden, posttraumatische Wunddefekten, sowie zur De- 

fektdeckung ausgedehnter gutartiger na voider Hautver- 

anderungen Narben nach vorheriger Dermabrasion. Die 

vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung der 

erfindungsgemaBen Keratinozyten- und Fibroblastensus- 

pensionen zur Behandlung von postoperativen Wundde- 
fekten nach Dermabrasion, Exzision oder Laserablation 
^ von Hautdefekten. Ferner betrift die vorliegende Erfin- 

dung die demgemafc hergesteflten Keratinozyten- bzw. Fi- 
JN broblasten umfassenden Transplantate selbst, sowie Ver- 
CO fahren zur Herstellung der Zwei-Komponenten Keratino- 
C^ zyterv bzw. Fibroblastenzusammensetzung. sowia Ver- 
<© fahren zur Herstellung von kollagenfreien Zwer-Kompo- 

nenten Zusammensetzungen. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Gebiete der 
eukaryotischen Zellkultur und des Tissue-Engineering. Die 
Erfindung betrifft. insbesondere fibrinbaltige Keratinozyten- 
und Fibrobiastensuspensionen auf Zwei-Koinponentenba- 
sis. Desweiteren betrifft die vorliegende Erfindung die Vfer- 
wendung der erfindungsgernaBen Keratinozyten- und Fibro- 
blastensuspensionen zur in situ Herstellung autologer (Ze)l- 
)Transplantate; insbesondere betrifft die Erfindung die Ver- 
wendung der Transplantate zur Behandlung von Patienten 
mit chronischen Ulzera unterschiedlicher Genese (venos, ar- 
teriell, diabetisch, neuropathisch), Verbrennungswunden, 
posttraumatische Wunddefekten, sowie zur Defektdeckung 
ausgedehnter gutartiger navoider Huiveranderungen (epi- 
derraale Navi, Navus papillomalosus et pilosus) und Narben 
(hypertrophe Narben und Keloide) nach vorheriger Dermab- 
rasion. Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwen- 
dung der erfindungsgernaBen Keratinozyten- und Fibrobla- 
stensuspensionen zur Behandlung von postoperativen 
Wunddefekten nach Dermabrasion, Exzision Oder Laserab- 
lation yon Tlautdefckten. Ferner betrifft die vorliegende Er- 
findung die demgemaB hergestellten Keratinozyten- bzw. 
Fibroblasten umfassenden Transplantate selbst. Die vorlie- 
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formierten mehrschicbtigen Epidermis wild jedoch durch 
eine lange Kulturdauer von ca. 4^5 Wochen vor Transplan- 
tation eingeschxankt, wobei zugleich die zu erzielende mog- 
licbe maximale Deckungsfiache (2 cm 2 Biopsie entsprechen 
ca. 30 cm 2 Transplantatflache) begrenzt ist. Die dunnen und 
mechanisch empfindlichen Transplantate stellen hone An- 
forderungen an den Operateur und erfordern einen gut vor- 
bereiteten Wundgmnd. AuBerdem sind die Zellen bereits 
differenziert und daher nur noch eingeschrankt proliferati- 
onsfahig. Dies funrt haufig zu mechanisch instabilen Rege- 
neraten und der Notwendigkeit wiederholter Retransplanta- 
tionen (Cooper, 1993). Die in diesem Verfahren aucb ver- 
wendeten autologen Keratinozyten, die aus 50-100 Haar- 
wurzeln (Epigraft, Fa. BioCare GmbH, Leipzig) gewonnen 
werden konnen, sind erst nach 6 Wochen in Form von Zell- 
pellets verfugbar, welche jedoch keine vollstandige Wund- 
abdeckung erreichen. 

[0007] Weitere aus dem Stand der Technik bekannte 
Transplantate stellen sogenannte Keratinozyten-Fibrinma- 
trix-Konstrukte dar. Die Verwendung subkonfiuent kulti- 
vierter Keratinozyten erfolgt durch die Kombination bzw. 
Mischung proliferativ aktiver Zcllsuspension mit einer Fi- 
brins uspension. Das ZeU-Fibringemiscb wird im Wundbett 
vorubergehend fixiert, so class die Keratinozyten im Wund- 



gende Erfindung betrifft femer Verfahren zur Herstellung 25 belt migrieren, proliferieren, sich irn dreidimensionalen Fi- 



ner fibrin- bzw. fibrinogenhaltigen Zwei-Komponenten Ke- 
ratinozyten- bzw. Fibroblastenzusammensetzung, sowie 
Verfahren zur Herstellung einer kollagenfreien Zwei-Kom- 
ponenten Zusammensetzung. 

[0002] Der medizinisch-biotechnologischc Forschungs- 
und Anwendungsbereich des Tissue Engineering stellt eine 
in den ietzten Jahren irnmer intensiver genutzte Moglichkeit 
dar, verletzte bzw. fehlende G ewebestru kturen bzw. Organe 
durch biotechnologisch hergestellte Transplantate zu erset- 



brinnetz ausrichten und unter Umbau der Fibrinmatrix eine 
mehrschichtige Epidermis in situ rekonstituieren konnen. 
Die erste klinische Anwendung autologer Keratinozyten als 
Zells uspension in Fibrin erfolgte 1988 durch Hunyadi et al. 
30 (J. Dermatol. Surg. Oncol., 1988, VoL 14, Seiten 75-78). 
Bei 16 von 20 Patienten mit Ulcera bis 25 cm 2 konnle eine 
vollstandige ReepitbeUsierung nach nur 2 Wochen erreicht 
werden. Seit 1993 wird die Keratinozyten-Rbrin-Glue-Sus- 



pension (KFGS) in der Chirurgischen Universitatsklink 
zen. In diesem Zusammenhang liegt ein Schwerpunkt auf 35 Freiburg, Abteilung Plastische und Handcbirurgie, vor- 
der Herstellung und Transplantation sogenannter autologer nehmlich bei groBflachigen Brandverletzungen (s. auch 
Transplantate. Das Prinzip dieser Transplantationstechnik Stark et aL, Eur. J. PlasL Surg., 1995, Vol 18, Seiten 
bestebt darin, daB cincm Patienten Zcllcn des gewunschtco 267—271) angcwandL Im Mausmodcll zcigtcn KFOS-Trans- 
TVps (z. B. Keratinozyten) aus einem intakten Gewebebe- piantate im Vergleich zu praformierten mehrschichtigen 
reich (Spenderareal) entoommen, anschlieBend in vitro kul- 40 Transplantaten (CEA, s. o.) postoperativ eine hohere rnilt- 



tiviert ("expandie^t ,, ) und eventuell auf einen Trager aufge- 
bracht und schlieBlich in das Empfangerareai des Patienten 
transplantiert werden. 

[0003] Prinzipiell sind jedoch autologe Transplantate aus 
einer Vielzahl von Zelltypen herstellbar, beispielsweise aus 
Haut-, Knochen-, Knorpel- und Bindegewebe, sowie weite- 
ren Gewebetypen. 

[0004] Weiterhin existieren dennatologische Indikations- 
gebiete, die haufig die Transplantation von groBflachigen 



lere Epiderrnisdicke und eine intakte Basalmembran mit Ex- 
pression von Kollagen Typ VII, welches in der CEA-Gruppe 
fehlte (Horch et al., Cell Transplant., 1998, \bL 7, Seiten 
309-317). AuBerdem waren bei Verbrennungspatienten, 
45 wenn CEA zur Anwendung kain, im Vergleich zur KFGS- 
Transplantation haufigere Retransplanlationen notwendig 
(Stark et al., Eur. X Plast. Surg., 1995, VoL 18, Seiten 
267-271). 

[0008] Desweiteren wurden zur Transplantation dermo- 



Hautarealen erfordern. Hierbei sind als wichtigste Indikatio- 50 epidermale Allotransplantate verwendet, d. h. Transplan- 



nen insbesondere Brandverletzungen, posttraumatische 
Wunddefekte, navoide Hautveranderungen, Narben und Ke- 
loide, sowie die aufgxund der erhohten Lebenserwartung der 
Bevolkerung zunehmend an Bedeutung gewinnenden chro- 
nischen Ulzera unterschiedlicher Genese zu nennen. 
[0005] Die bisherigen TherapiemaBnahmen bei der Trans- 
plantation von Haut basieren im wesentlichen auf den im 
folgenden vorgestellten Transplantation smateri alien bzw. 
Verfahren. 

[0006] Zur Therapie von Verbrennungen wurden von 
O'Connor und Mulliken (Lancet, 1981, Vol. 10, Seiten 
75 78) kultivierte Keratinozyten als mehrschichtige Epider- 
mis (sog. Cultured epidermal autografts = CEA) erstmals 
1981 erfoigreich angewandt. Als epidermaler mehrschichti- 
ger Hautersatz fur Patienten mit lebensbedrohlichen Ver- 
brennungen ist seit 1987 Epicel™ der Fa Genzyme in USA, 
Canada, Deutschland, Frankreich und Japan arzneimitiel- 
rechtlich zugelassen. Die rnoghche Verwendung einer pra- 



tate, bei denen aUogene Spenderzellen in einer alloplasti- 
schen oder xenogenen Stuizmatrix verwendet werden. In dei- 
EU ist seit 1994 als dermales Allotransplantat bislang AUo- 
Derm® der Fa. LifeCell Corporation zugelassen, welches 
55 aus de-epidennisi erter und dezellularisierter Spenderhaut 
Verstorbener besteht (Wainwright et al., J. Burn Care Reha- 
biL, 1996, Vol. 17, Seiten 124-136). Weiterhin ist das Pro- 
dukt TransCy te® erhaltlich, welches aus Vorhautfibroblasten 
in einem nicht resorbierbaren 3D-Nylongilter besteht und 
60 der temporaren Defektdeckung dient, sowie Dermagrafr®, 
bei welchem statt Nylon ein resorbierbares Vicrylgitter ver- 
wendet wird. Als erstes und bislang einziges zweischichti- 
ges Komposithaut-Transplantat ist Apligraf® (Grafiskin) der 
Fa. Organogenesis/Novartis Phanna AG seit Mai 1998 in 
65 USA, Canada und in der Schweiz zugelassen. Hierbei wer- 
den in vitro Vorhautfibroblasten in Suspension mit bovinem 
Typ I Kollagen poly men siert. Anschliessend werden auf die 
kontrahierte Kollagen matrix allogene Keratinozyten (aus 
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pensionen (Keratinozyten und Rbroblasten) zur Verwen- 
dung als autologe Transplantate. 

[0013] DemgemaB betriffl die vorliegende Erfindung eine 
Zwei-Kornponenten Zusammensetzung zur Behandlung 
von Hautdefekten, Ulzera, und Wunden umfassend die fol- 
genden Besrandteile: 

a) Eine Fibroblastensuspension enthaltend Fibrin bzw. 
Fibrinogen als Matrix (Komponente a); und 

b) eine Keratinozytensuspcnsion emhaJtend Fibrin 
bzw. Fibrinogen als Matrix (Komponente b). 

[0014] Die Zwei-Komponenten Zusammensetzung ge- 
maB der vorliegenden Erfindung ist insbesondere dadurcb 
charakterisiert, daB kein priiformiertes Transp Ian Lit verwen- 
der wird, wie z. B. bei der CEA -Transplantation, sondem 
daB ein System bestehend aus den zwei Suspensionen 
(Komponenten) a) und b) zur Wundheilung eingesetzt wird. 
Dies hat gegeniiber den vorgeformten Transplantaten auf 
der Basis von konfluent kullivierten Zellea entscheidende 
Vorteile. So bewirkt die erfindungsgemaB verwendete Zu- 
sammensetzung aus Fibroblasten und Keratinozytcn, daB in 
situ eine verbesserte dermo-epidermale Interaktion auftritt. 
Fiir die mechanische Stahiiitat einer dermo-epi dermal en 
Junktionszone ist die Ausbtldung einer kontinuierlichen, 
nicht fragmentierten Lamina densa sowie die Bildung von 
Verankerungsfilamenten ("anchoring fibrils") von besonde- 
rer Bedeutung. Durch die mit der erfindungsgemaBen Zwei- 
Komponenten Zusammensetzung erreichte - Koinkubation 
von Keratinozytcn mit Fibroblasten in situ wird die Ent- 
wicklung nativer extrazellularer Matrixstrukturen ermog- 
lichL Das Prinzip der Synthese einer dermoepidermalen 
Junktionszone im Sinne eines physiologischen BasaLmem- 
bran-Aquivalents durch die Zellen selbst wird daher durch 
mechanischen Stabilitat des praformierten Transplantates 35 die Verwendung der erfindungsgemaBen Zusammensetzung 
und damit zu einem hoheren Risiko einer miBlungenen realisiert Desweiteren bietet die erfindungsgemaBe Zwei- 
Transplantaiion. Komponenten Zusammensetzung den Vorteil, daB die bei 

[0011] Dcmzufoigc ist cs bishcr nicht gclungcn, cin Haut- praformierten Transplantaten des Standcs der Tcchnik auf- 
transplantat zu entwickeln, das mechanische Festigkeit rnit ureienden mechanischen Probleme bei der Transplantation, 
einer optimaien physiologischen und mechanischen Anpas- 40 wie z. B. ZerreiBen oder Verkteben des Transplantates, nicht 
sung an das Wundareal bei gleichzeitig geringem Infekli- 
onsrisiko verbindet und das in akuten Fallen innerhalb kur- 
zer Zeitraume zur Verfugung stent. Femer exisdert im Stand 
der Technik bis jetzt kein Transplantat, das auch in der Lage 
ist, bei profunden Verletzungen auch defere Wunden nut 
Granulationsgewebe auszufiillen, was dazu fuhrt, daB bei 
tieferen Wunden zunachst die "naturliche M Ausfullung der 
Wunde mit korperetgenem Granulationsgewebe abgewartet 
werden muB, bevor z. B. eine Keratinozytensuspension zur 
Abdeckung des Oberflachenareals aufgebracht werden 
kann. Weiterhin enthalten die bisher verwendeten Trans- 
plantate des Standes der Technik Kollagen, was dazu fubrt, 
daB die Syn these von Kollagen und physiologischem Gra- 
nulationsgewebe in der Wunde gehemmt bzw. erschwert 
wird. 

[0012] Folglich bestand eine Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung in der SchafFung eines 2 Transplantatsystems, das 
ein geringes Infektionsrisiko fiir den Patienten darstellt. 
Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand 
darin, ein Transplantatsystem bereitzustellen, das eine opti- 
male physiologische und mechanische Anpassung des 
Transplantates an das Wundareal erlaubt, wobei neben ober- 
flachlichen Wunden insbesondere erstmals die Behandlung 
von profunden Wunden unter Verwendung von fibrin- bzw. 
fibrinogenhaltigen Suspensionen autologer Zellen (Rbro- 
blasten und Keratinozyten) ermoglicht werden sollte. 
SchtieSlich bestand eine weitere Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung in der Bereitstellung von kollagenfreien Zellsus- 



Vorhauten Neugeborener) ausgesat.. die schliesslich durch 
entsprechende Kulturbedingungen bereits in vitro eine voll- 
standig differenzierte und verhomende Epidermisoberfiache 
bilden (Muhart et aL, Lancet, 1997, \fcl. 350, Seite 1142). 
[0009] AUerdings ergeben sich trotz der mil den oben dar- 
gestellten Verfahren erzielten Erfolge cine Relhe yon bis- 
lang ungeiosten Schwierigkeiten bzw. Nachteilen. Prafor- 
mierte mehrschichuge epiderniale Transplantate sind, da sie 
bereits differenziert sind, nur noch eingeschrankt proliferati- 
onsfahig und mechanisch instabil (s. z, B. CEA). 
[0010] Allotransplantate (aus homologen Spenderzellen) 
weisen zum einen das Problem eines gewissen Infektionsri- 
sikos auf. Weiterhin wird ublicherweise bei der Kulli vierung 
der zu transplantierender Zellen fe tales Kalberserum (FCS) 
sowie als Matrix bovines Kollagen verwendet, wobei ein ge- 
wisses Infektionsrisiko mit BSE nach dem derzeitigen Stand 
der Wissenschaft nicht vollig ausgeschlossen werden kann. 
Die im Stand der Technik ublichen Dermisaquivalente wei- 
sen weiterhin eine praTormierte Kollagenstruktur auf, die 
sich dem Wundareal haufig nicht optimal mechanisch und 20 
physiologisch anpassen kann, so daB kosmetisch unbefriedi- 
gende Transplantationsergebnisse erhalten werden oder so- 
gar eine AbstoBung des Transplantates stattfindet AuBer- 
dern ergibt sich aufgrund der Dicke der extrazellularen Ma- 
trix, insbesondere bei alloplastischen Materialien (z. B. bei 25 
3 D-Silikon-, -Nylon-, -Vicrylgittem), aber auch bei Kolla- 
gen-Gittem, eine Beeintrachtigung der Diffusionsstrecke 
von Nahriosungen bzw. Nahrstoffen und damit der initialen 
Versorgung der Keratinozyten nach der Transplantation mit 
dem Risiko von Nekrosen. Dies ist vor allera auf eine man- 
gelhafte bzw. gestorte dermoepidermale Interaktion zuruck- 
zufuhren, die die Neubildung bzw. Proliferation verschiede- 
ner Zelltypen (Fibroblasten und Keratinozyten) erfordert. 
Letztendlich fubren diese Probleme zu einer verminderten 
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auftreten konnem Die fur die Zellen gemaB (a) und (b) ver- 
wendeten Suspensionskulturen werden vorzugsweise unter 
Reinraumbedingungen nach GMP-Standards hergestellt 
Fur den gesamte HerstellungsprozeB der erfindungsgema- 
Ben Zusammensetzung sind Bedingungen der Reinheils- 
klasse A gemaB GMP- Standard bevorzugt, d. h., es durfen 
nicht mehr als 3500 Partikel, die rnindestens 0,5 um groB 
sind und 0 Partikel. die rnindestens 5 um groB sind, pro Ku- 
bikmeter Luft vorhanden sein (bezugl. der Anforderungen 
an bestimmte Reinheitsklassen siehe "EG-Leitfaden einer 
guten Herstellungspraxis fur Arzneimittel - mitBetriebsver- 
ordnung fur pharmazeutische Unternehmer'* (1998), 5. Auf- 
lage, Hrsg.: G. Auterhoff, Editio Cantor Veriag, Aulendorf). 
Die weiteren Verfahrensschritte zur Herstellung von Sus- 
pensionskulturen sind dem Fachmann bekannt. Die Be- 
standteile des Zwei-Komponenten Systems bestehend aus 
(a) und (b) umfassen neben den suspendierten Fibroblasten 
bzw. Keratinozyten in einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
jeweils Thrombin und Calciumchlorid, das durch vorzugs- 
weise simultane Zugabe von Fibrinogen beim Auftragen in 
die Wunde (z. B. mittels einer Zwillingsspritze) zu Fibrin 
reagiert und die Auspolymerisation der Matrix in der Wunde 
bewirkt. Dabei kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
der vorliegenden Erfindung dieZeHosung von Anfang an als 
Mischung mit Fibrinogenldsung vorliegen und bei der App- 
likation in das Empfangerareal durch Thrombin/Calcium- 
chloridzugabe aktiviert werden. In einer besonders bevor- 
zugten Ausfuhrungsform findet die Mischung der Fibrino- 
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genlosung zu dcr Zellsuspension (die in diesem Fall bereits 
Thrombin urid Calciumchlorid enthalt) erst beim Aufbrin- 
gen auf das Wundareal mitteis Zwillingsspritze start. Dem- 
zufolge umfasst die vorliegende Erfindung auch Zwei-Kom- 
ponentenzusarnmensetzungen die die erfindungsgemaBe 
Zusammensetzung erst unmittelbar vor dcm Einbringen in 
das Empfangerareal aufweisen, ih.es sind auch solche Zu- 
sarnmensetzungen umfasst, bei denen die Fibrinmatrix und 
die Keratinozyten bzw. Fibroblastensus pension en erst un- 
mittelbar vor bzw. bei der Anwendung vereinigt werden. 
[0015] Vorteilhafle Thrombinkonzentrationen liegen im 
Bereich von 50 bis 1000 i. E. Thrombin/ml, bevorzugt 1st 
eine Konzeniration von 200 bis 800 i. EVml Losung, beson- 
ders bevorzugt sind 500 i. E. Thrombin/mL Vorteilhafte 
CalciumcMoridkonzentrationen liegen im Bereich von 0.1 
bis 50 mg/ml, bevorzugt ist 1 bis 10 mg/ml, besonders be- 
vorzugt 5,88 nag/ml Calciumchlorid (alle Angaben stellen 
Endkonzentrationen dar). Eine ausfuhrliche Darstellung von 
Fibrinklebem als biologische Zwei-Komponemen Systeme 
sowie deren Anwendung und Handhabung tindet sich in 
EP 0 373 044, auf die hiermit in vollem Umfang Bezug ge- 
nommen wircL Die verwendeten Kulturmedien sind auf den 
kiinischen Einsatz am Menschen ausgerichtet. 
[0016] Eine vorteilhafte Zelldichte der erfindungsgema- 
Ben Zwei-Komponenten zusammensetzung betragt sowohl 
fiir Bestandteil (a) als auch fur Bestandteil (b) zwischen 0,5 
bis 20 Millionen Zellen/nd Suspension, bevorzugt ist 1 bis 
10 Millionen Zellen/mi, besonders bevorzugt 3 bis 6 Millio- 
nen Zeilen/ml Suspension. Ein vorteilhaftes Zellmengenver- 
haltnis der Bestandteile (a) zu (b) betragt bei oberflachlichen 
Wunden 0,1 : 1 (a : b) bis 10:1 (a : b). Bevorzugt ist ein 
Zellmengenverhaltnis von 0,5 : 1 bis 5 : 1 (a : b), besonders 
bevorzugt ist ein Verhaltnis von 1:1. Bei tieferen Wunden 
ist ein Zellmengenverhaltnis bevorzugt, daB einen Uber- 



Verwachsen und Integrieren des Transplantates in die 
Wunde zu erm6glichen und eine intakte dermoepidermale 
Junktionszone auszubilden, die fur ein stabiles physiologi- 
sches Transplantal erforderiich isL Die erfindungsgemaBe 
5 Zwei-Komponenten Zusammensetzung beseitigt dieses Pro- 
blem und induziert physio logisches Granulationsgcwebc, 
was zu einem physiologisch angepassten Matrix umbau 
durch die beteiligten Zelltypen selbsl fuhrt und somit eine 
verbesserte Textur des Unterhautgewebes sowie der dermo- 
10 epidermalen Junktionszone bewirkL Da zur Wundheilung 
unter Verwendung der erfindungsgemaBen Zusammenset- 
zung lediglich jeweils ein diinner Film der Komponenten (a) 
und (b) aufgetragen werden muB — in einer bevorzugten 
Ausfuhrungsfomi findet flachendeckendc Benctzung des 
15 Wundareal s statt verringert sich gegenuber Transplanta- 
ten des Stan des der Technik die Diffusion sstrecke fiir Nahr- 
stoffe, angiogenetische Faktoren und andere reguLalorisch 
aktive Substanzen. Demzufolge stellt die erfindungsgemaBe 
Zusammensetzung ein Zwei-Komponentensystem bereit, 
das die Transplantatqualitat, dessen Lebensdauer und die 
physiologische Integration des rransplannerten Gewebes ge- 
geniiber dem Stand der Technik deutlich vcrbcsscrt. 
[0018] Die vorliegende Erfindung betrifft desweiteren in 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform eine Zwei-Komponen- 
ten Zusammensetzung gemaB dem obigen Anspruch, bei der 
die Fibroblasten- und/oder die Keratinozytensuspension aus 
autologen Speriderzellen des zu behandelnden Patienten ge- 
wonnen wurden. Zu diesem Zweck wird dem Patienten zu- 
nachst ein ca. 1 bis 2 cm 2 groBes Vollhautbiopsat entnom- 
mcn, das anschlieBend in einer vorteilhaften Ausfuhrungs- 
form 2 bis 28 Tage in Kultur genommea wird, wo bei 4 bis 
21 Tage bevorzugt und 14 bis 18 Tage besonders bevorzugt 
isL Mit 1 ml autologer thrombinhaldger Keratinozyten-(b) 
bzw. Fibroblastenlosung (a), die in einer besonders bevor- 
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schuB an Fibroblasten enthalt, so dafi ein besseres Auffullen 35 zugten Ausfuhrungsform 500 i. E. bu manes Thrombin ent- 



der profunden Wunde mil Granulationsmaterial ermoglicbt 
wird. Der genaue jeweilige Ansatz der Suspensionskulturen 
hangt vom Einssatzzwcck ab und begt im Rahmcn dcr 
Kenntnisse des Fachmanns auf dem Gebiet der Ze 11 kultur (s. 
z. B. Hunyadi et aL, J. Dermatol. Surg- OncoL, 1988, VoL 
14, Seiten 75-78; O'Connor und Muiliken, Lancet, 1981, 
VoL 10, Seiten 75-78). 

[0017] Die sowohl in Komponente.(a) als auch (b) enthal- 
tene Fibrinmatrix besteht in einer bevorzugten AusfQh- 



halten, oder, in einer bevorzugten Ausfuhrungsform, in Fi- 
brinogenldsung vorliegen und beim Einbringen in das Emp- 
fangerareal mit Tnrombin/Calciumchloridldsung gemischt 
werden. 

40 [0019] Die Komponenten (a) und (b), die in einer beson- 
ders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfin- 
dung 3 bis 6 x 106 Zellen umfassen, lassen bei oberflachli- 
chen Defekten die Transplantation von ca. 100 cm 2 Wund- 
flache zu. Sind tiefere Wunden zu transplantieren, so ist ein 



rungsfonn der vorliegenden Erfindung aus einem handels- 45 grOBeres MengenverhkUlnis von Fibroblasten zu Keralinozy- 

Dblichen und arzneimittelrechtlich zugelassenen Fibrinkle- ten vorteilhaft, wobei das genaue Verhaltnis von der Tfefe 

ber, wie z. B. "Tissucol Duo S Immune" derFirma Baxter. der Wunde abhangt und im Einzelfall vom Transplanteur 

Im Gegensatz zu den aus dem Stand der Technik bekannten festgelegt werden muB. 

(praformierten) Transplantaten auf Kollagenbasis wirkt die [0020] Die vorliegende Erfindung belrifft in einer bevor- 

erfindungsgemaBe Fibrinmatrix der Zwei-Komponmenten- 50 zugten Ausfuhrungsform femer eine Zusammensetzung, bei 



zusammensetzung fordemd auf die Migration, Proliferation 
und Differenzierung von Keratinozyten, Fibroblasten und 
Endothelzellen (Clark et al., J. Invest. Dermatol. (1982), 
Vol. 79, Seiten 264 269; Tuan et al„ Exp. CelL Res. (1996), 
VoL 223, Seiten 127-134; Ongenae et al.; DermatoL Surg. 
(2000), Vol. 26, Seiten 447-451). Eine mogliche Erklarung 
fiir die o. g. Vorteile der erfindungsgemaSen Fibrinmatrix ist 
die Tatsache, daB die Anwesenheit von praformiertem Kol- 
lagen die Ausbildung weiterer dermaler Strukturen fiber ei- 
nen Feed-Back Mechanismus hemmt (in der Art einer Pro- 
dukthemmung), d. h. die Zellen erhalten bei Vorhandensein 
von Kollagen das Signal, die Proliferation herunterzuregu- 
lieren oder ganz einzustellen. Desweiteren wurde gezeigt, 
daS Fibroblasten in 3D-Kollagengelen apoptotisch werden 
(Ruck et aL, J. Invest. Dermatol., 1998, Vol. 110, Seiten 
153-157). DerartigeEffekte sindjedoch fur ein frisch einge- 
brachtes Transplantat von groBem NachteiL da eine z^ell mi- 
gration und Proliferation unbedingt erforderiich ist, um ein 
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der die verwendeten Fibroblasten- und Keratinozytensus- 
pensionen im wesentlichen koUagenfrei sind. Dabei bedeu- 
tet "im wesentlichen kollagenfrei", daB kein Kollagen zuge- 
setzt wird und bereits vorhandenes Kollagen durch Behand- 
lung mit Kollagenase entfernt wird. In einer vorteilhaften 
Ausfuhrungsform der vorliegenden Er&ndung wird der Kol- 
lagengehalt der verwendeten Zellsuspensionen des Zwei- 
Komponentensy stems (a und b) auf 40 bis 60% der ur- 
spriinglich in der Suspensionskultur vorhandenen Aus- 
gangsmenge reduziert, in einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form wird der Kollagengchalt auf 20 bis 40% der Ausgangs- 
menge reduziert; besonders bevorzugt ist eine Reduktion 
des Kollagengehaltes auf unter 20% der Ausgangsmenge. 
Allgemein gilt, daB ein besonders niedriger Kollagengehalt 
(unter 20% der Ausgangsmenge) sich besonders vorteilhaft 
auf die physiologische Integration des Transplantates aus- 
wirkt. 

[0021] Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der 
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vorliegenden Erfindung betruTt eine Zusammensetzung, bei 
der die verwendeten Fibroblasten- und/oder Keratinozyten- 
suspensionen subkonflueni in Suspensionskultur voriiegen. 
Die verwendeten Suspensionskulturen enthalten - im Ge- 
gensatz zu Transplantaten dcs Standes der Technik, die auf 
konfluenten, prafbrmierten Kulturen basieren - Zellen, die 
nicht konlaklinhibiert sind und die somit ein erhohtes Mi- 
grations- und Proliferationspotential besiizen. Demzufoige 
steUen subkonflueni wachsendc Fibroblasten bzw. Keratino- 
zyten eine an das erfindungsgemaBe Zwei-Komponenten 
Zusammensetzung angepasste Form der Kuitur dar, die im 
Gegensatz zu praformierten Transplantaten eine biochemi- 
sche und morphologische Anpassung des TransplantaLs an 
die Wundc cnnoglicht, da die darin enthaltenen Zellen noch 



10 



der Kcratinozytensuspension (Komponente b) in die Wunde 
gebracht wird. In einer vorteilhaflen Ausfuhrungsform der 
vorliegenden Erfindung wird Komponente b wenige Sekun- 
den bis Minuten~hach der Komponente a) in die Wunde ge- 
bracht, in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform be- 
tragt dieser Zeitraum Minuten bis mehrere Stunden, beson- 
ders bevorzugt sind Zeitraume von mehrere Tagen. Fur 
beide Komponenten a und b gilt, daB die Suspensionen, die 
zunachst Fibrinogen und die jeweiligen Zellen umfassen, 
unmittelbar bei der Applikation in die Wunde in einer be- 
vorzugten Ausfuhrungsform mit der Thrombin und Calci- 
umchlorid enthaltenden Losung gemischt werden, so daB 
die Polymerisauon der Fibrin matrix in situ statlfinden kann. 
In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn der vor- 



nicht vollstandig ausdifferenziert sindL DemgemaB dient in is liegenden Erfindung liegen die Zellen (Komponenten a und 



einer bevorzugten Ausfuhrungsform Komponente a der er> 
findungsgemafien Zusammenstzung zum flexiblen "aufgra- 
nulieren" prof under Wunden und Komponente b zum Ab- 
schluB bzw. zur Epitheibildung auf der Wundoberflache. 
{0022 J In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 20 
betrifft die vorliegende Erfindung eine Zusammensetzung, 
bei der die Fibroblasten- und/odcr die Keratin ozytensuspen- 
sion einen Fibrinkleber als Matrix enthalL In einer vorteil- 
haften Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wer- 
den handebabliche Fibrinkleber verwendet, die arzneimit- 
telrechtlich zugelassen sind, wie z. B. das Produkt "Tissucol 
Duo S Immuno" der Firma Baxter. 

[0023] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorlie- 
genden Erfindung werden kryokonservierte Zellen einge- 
setzt. Die Kryokonservierung dienl dein Aufbewahren ge- 
wonnener Spenderzellen bzw. Zellen aus dem Spenderareal 
des Patienten, die nicht unmittelbar, sondern zu einem spa- 
teren Zeitpunkt transplantiert werden sollen. Die Kryokon- 
servierung kann durchgefuhrt werden vor oder bei Erreichen 



b) in Thrombin/Claciurnchloridlosung vor und werden bei 
oder unmittelbar vor der Applikation in der Wunde erst zur 
endgultigen Zwei-Komponenten Zusammensetzung mit Fi- 
brinogenlosung gemischt (mitteis einer Zwillingsspritze). 
10028J Desweiteren betrifft die Erfindung Verfahren zur 
Herstellung einer erfindungsgemSBen Zusammensetzung, 
wobei die Inb rob las ten suspension gemaB a) und/oder die 
Keratinozytensuspension gemaB b) vor der Verwendung mit 
einer Thrombi nlcisung gemischt werden. Fur dieses Verfah- 
25 ren sind die fur den oben genannten Verwendungsanspruch 
aufgefiihrten Zeitabstande bezuglich der Zugabe der Kom- 
ponente (a) bzw. (b) bevorzugt 

[0029] Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstel- 
. lung , einer erfindungsgemaBen Zusammensetzung, wobei 
30 eine Thrombin enthaltende Fibroblastensuspension gemaB 
(a) und/oder eine Thrombin enthaltende Keratinozytensus- 
pension gemaB (b) vor der Verwendung mit einer Fibrino- 
genlosung gemischt werden. Auch fiir dieses Verfahren sind 
die fur den oben genannten Verwendungsanspruch aufge- 



der Subkonfluenz der jeweiligen ZeUsuspension der Kom- 35 fuhrten Zeitabstande bezuglich der Zugabe der Komponente 



ponente (a) bzw, (b), 

(0024] Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung eine 
Zusammensetzung, die ein von bovincm Scrum frcics Me- 
dium umfassL Die Verwendung von Medien ohne bovines 
Serum stellt insoweit einen M>rteil dar, als das Infektionsri- 
siko, beispielsweise rnit BSE bzw. der neuen Form der 
Creutzfeld- Jacob Krankheit, das nach derzeitigem Stand der 
Forschung nicht auszuschlieBen ist, minirniert wird. Ver- 
wendung finden stattdessen, wie bereits oben ausgefuhrt, 
bereiis seiL langer Zeit auf dem Markt etablierte Fibrinkleber 45 
bzw. -matrices. Desweiteren ist der bevorzugte Fibrinkleber 
frei von bovinem Kollagen. 

[0025] Ferner konnen die in der erfindungsgemaBen Zu- 
sammensetzung eingesetzten Fibroblasten- und Keratinozy- 



(a) b2w. (b) bevorzugt. 

[0050] Ferner konnen im Rah men dieses Herstellungsver- 
fahrens die Fibroblastensuspension und/odcr die Kcratino- 
zytensuspension vor der Herstellung der Komponenten (a) 
40 und (b) mit Kollagenase behandelt werden. Dies bedeutet, 
daB in den Zellsuspensionen bzw. -kulturen vorhandenes 
Kollagen durcb Behandlung mit Kollagenase entfernt wirdL 
In einer vorteilhaften Ausfuhrungsform der vorliegenden 
Erfindung wird der Kollagen gehalt der verwendeten Zell- 
suspensionen des Zwei-Komponenlensystenis (a und b) auf 
40 bis 60% der ursprunglich in der Suspensionskultur vor- 
handenen Ausgangsmenge reduziert, in einer weiter bevor- 
zugten Ausfuhrungsfonn wird der KoUagengehalt auf 20 bis 
40% der Ausgangsmenge reduziert; besonders bevorzugt ist 



tensuspensionen gentechnisch modifizierte Zellen umfas- 50 eine Reduktion des Kollagengehaltes auf unter 20% der 



sen. Vferteilhaft sind in diesem Zusamrnenhang Zellen, in die 
mitteis dein Fachrnann bekannter Verfahren Gene bzw. Vek- 
toren eingeschleust werden, die beispielsweise fur chemo- 
taktische und angiogenetische Faktoren, Hormone, Peptide 
oder Strukturproteine kodieren und somit den transpian tier- 
ten Zellen wiinschenswerte Eigenschaften verleihen kon- 
nen. 

[0026] Desweiteren betrifft die vorliegende Erfindung in 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform die Verwendung einer 
Zusammensetzung der hier in Rede stehenden Art zur Be- 
handlung von chronischen Ulzera untcrschiedlicher Genese, 
sowie zur Behandlung von Verbrennungswunden, posttrau- 
matischen und postoperativen Wunddefekten nach Exzi- 
sion. Dermabrasion und Laser- Ablation, sowie von navoi- 
den Hautveranderungen und Narben nach Dermabrasion. 
[0027] Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Ver- 
wendung der erfindungsgemaBen Zusammensetzung in der 
Art, daB die Fibroblast ens uspension (Komponente a) vor 



Ausgangsmenge. AQgemein gilt, wie bereits oben erwahnt, 
daB sich ein besonders niedriger KoUagengehalt (unter 20% 
der Ausgangsmenge) vorteilhaft auf die physiologische In- 
tegration des Transplantates in die zu therapierende Wunde 
S5 bzw. Lasion auswirkt, 

[0031] Ferner ist im Rahmen des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens eine Kultivierung Fibroblastensuspension gemaB (a) 
und/oder der Keratinozytensuspension gemaB (b) unter Hy- 
poxic moglich. Hartmann et aL fanden bereits 1997 bzw. 
60 1999, daB unter Hypoxie kultivierte Zellen (hier Endothel- 
zellen bzw. Tumorzelien) eine Hochregulierung des Angio- 
geninspiegels aufwiesen (Hartmann et aL, J. Invest. Derma- 
tol 1997, VoL 109, Seite 438; Hartmann et aL, Cancer Res., 
1999, Vol. 59, Seiten 1578-1583). Im Falle der Tumorzelien 
65 wird so sichergestellt, daB die fur die Versorgung und das 
Wachstum des Tumors unabdingbare verstarkte Angioge- 
nese induziert wird. Diesen EfFekt nutzt die vorliegende Er- 
findung, da das Schicksal des transplantierten Gewebes in . 
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besonderem MaBe von einer schnellen Vaskularisierung des 
Wundareals abbangt. Somit fuhrt die temporare Hypoxie ei- 
ner oder beider zu transplantierender Kornponenten des 
Zwei-Komponenten Systems dazu, daB diese Zellen ver- 
starkt angiogenetische Faktoren sezemieren und damit eine 
Vaskularisierung des Wundareais rordern. Die durcb die Hy- 
poxie initiierte Vaskularisierung stellt somit eine Anpassung 
des Gewebes bzw. der Zellen an eventuell auftretende Sau- 
erstoffmangelzustande dar. 

[0032] Femer konnen der Fibrobiastensuspension (Kom- 
ponente a) und/oder der KeratinozyLensuspension (Kompo- 
nente b) angiogenetische Faktoren zugesetzt werden. Auch 
diese bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfin- 
dung basiert auf dcm Gedanken, daB eine moglichst schnelle 
Vaskularisierung des iranspl an ti erten Areals wiinschenswert 
und vorteilhaft ist. Als angiogenetische Faktoren kommen 
z. B. VEGF. Angiogenin und verwandte Peptidfaktoren in 
Frage. Die erforderliche Dosierung und Applikation dieser 
Faktoren kann vom Fachmann routinemaBig auf die jewei- 
lige Anwendung abgestimmt werden. 

[0033] SchlieBlich betrifft die voriiegende Erfindung ein 
ZeDtransplantat, erhaltlich durch ein Verfahren wie vorste- 
hend beschriebea. 

(0034) GemaB den voranstehend gernachten Ausftihrun- 
gen ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung gelungen, 
eine Zwei-Komponenten Zusammensetzung zur Behand- 
lung von Hautdefekten, Ulzera und Wunden bereitzustelien, 
die - im Gegensatz zu den praTormierten Systemen des 
Standes der Technik — eine Transplantation von Fibroblasten 
und Keratinozyten eriaubt, die eine in situ Anpassung der 
subkonfluenten Zellen an das umgebende Wundgewebe er- 
laubt und sowohl die beschleunigte Bildung von Granulati- 
onsgewebe in der Wunde. als auch eine rasche Epithelbil- 
dung induziert. Somit konnen mit den vorliegenden Zusam- 
mensetzungen bzw. Verfahren zu deren Herstellung erstmals 
auch profunde Wunden transplantiert werden, ohne daB auf 
die koipereigene Granulation der Wunde gewartet werden 
muB. Die wcitcrcn Nachtcilc der hcxkoniinlichcn Transplan- 
tate wie mechanische Instability und Infektionsgefahr wer- 
den ebenfalls beseitigt bzw. veirrtindert. 
[0035] Die voriiegende Erfindung soil abschlieBend 
Form eines Beispiels erlautert werden. 



Beispiel 

[0036] Eine dem Patienten entnonunene Hautbiopsie wird 
nach Desinfektion in eine sterile Umgebung gebracht, in der 
die Bedingungen nach Reinheitsklasse A gemaB GMP- 
Richtiinien herrschen. Dies geschieht beispielsweise durch 
Ubertragung der Probe in einen Arbeitsisolator mittels eines 
Transferisolators, wobei jeweils nahezu vollstandige Keim- 
freiheit herrschu 

10037] Zur Herstellung der Zellsuspensionen bzw. -kultu- 
ren fur die Kornponenten a und b werden folgende Schritte, 
vorzugsweise unter den in Klammem angegebenen Rein- 
heitsbedingungen gemaB GMP- Standard, durchgefuhrt: 

- Preparation der Hautbiopsie, mechanische Entfer- 
nung von Dermisresten (A) 

- Spulung mil 70%-igem Ethanol und dann mit PBS- 60 
Puffer (A) 

Enzymatischer Verdau zur Ablosung der Epidermis 
von der Dermis (mindestens 2,4 U/ml Dispase, entwe- 
der 4 Stunden bei 37°C oder uber Nacht bei 4°Q (D) 

- Trennung der Epidermis von der Dermis durch " Ab- 65 
Ziehen" (A) 

- Zerkieinerung der Epidermis in einer PBS-PurYerlo- 
sung mittels sterilen Instrumenie, beispielsweise Sche- 



ren oder Pinzetten (A) 

- Enzymatische Dissoziadon einzelner Zellen durch 
Trypsinierung (0,5%-ige Trypsinlosung; 30 Minuten 
bei 37°C) (A oder D) 

5 - Stoppen der Trypsinierung, beispielsweise durch 
Zugabe von Serum (A) 

Zentrifugation (zwischen 1500 und 4000 upm; bei 
Raumtemperatur; etwa 5 bis 10 Minuten) (D) 

- Absaugen des Uberstandes und Resuspension der 
to Zellen in ein em geeigneten Keratinozyten- bzw. Fibro- 

blastennanrmedium (z.B. in MEM- oder RPMT-Me- 
dium) (A) 

- Aussaen der Zellen in Kulturflaschen (5000-50000 
ZeUen/cm 2 ) (A) 

15 - Kultivierung der Zellen bis zur Subkonfluenz (37°C, 

5% CO2, Mediumwechsel nach Bedarf, in derRegel je- 
den zweiten oder dritten Tag) (D) 

[0038] Die Herstellung einer autologen Keratinozyten- (b) 
20 bzw. Fibrobiastensuspension (a) der Zwei- Kornponenten 
Zusammensetzung geschieht dann folgendermaBen: 

- Enzymatische Dissociation einzelner Zellen durch 
Trypsinierung (0,5%-ige Trypsinlosung; 30 Minuten 

25 bei37°Q(AoderD) 

- Stoppen der Trypsinierung, beispielsweise durch 
Zugabe von Serum (A) 

- Zentrifugation (zwischen 1500 und 4000 upm; bei 
Raumtemperatur; etwa 5 bis 10 Minuten) (D) 

30 — Resuspension der Zellen und Aufnahme der Zellen 

in Thrombin/Calciumchlorid- oder Fibrinogen losung 
(4 Mio Zellen/0,5 ml (A)). 

[0039] Nicht in Thrombinlosung aufgenommene Zellen 
35 werden entweder sofort oder nach emeuter Wei ter kultivie- 
rung bis zur Subkonfluenz kryokonserviert. 
[0040] Vor der Auftragung der Zwei-Komponenten Zu- 
sammensetzung wird das Wundarcal gcrcinigt und vorbcrci- 
tet, z. B. durch Dermabrasion. Auf die entsprechenden Stel- 
40 ten wird zunachst die Suspension der autologen kultivierten 
Fibroblasten in Thrombin/Calciumchloridlosung aufgetra- 
gen (Komponente a), wobei die \fcrweodung einer Zwil- 
lingsspritze vorteilhaft ist, bei der eine Kammer die zu trans- 
plantierenden Fibroblasten in Throinbin/Calciumchloridlo- 
45 sung enlhall und die andere Kammer Fibrinogenlosung, so 
daB eine Mischung der Zellen in Thrombi n/Calciu rnchlorid- 
losung mit Fibrinogen in situ stattfindet. Hierbei ist zu be- 
achten, daB die Bildungsgeschwindigkeit des Fibrins aus Fi- 
brinogen und damit die Gerinnung uber die Thrombinkon- 
50 zentration steuerbar ist und somit vom Fachmann die ge- 
wiinschte Gerinnungszeit eingestellt werden kann. 
[0041] AnschlieBend wird entweder direkt nach dem Auf- 
tragen der Komponente (a), bzw. einige Stunden oder Tage 
spate r (beziigl. der bevorzugten Zeitraumen s. o., Beschrei- 
55 bung) die Losung (b), also Keratinozyten in Thrombin/Cal- 
ciumchloridlosung aufgetragen, wobei sich ebenfalls in der 
zweiten Kammer einer Zwillingsspritze Fibrinogenlosung 
befindet und eine Mischung der Fibrinogenlosung rait den 
Zellen in Thrombin/Calciumchloridlosung unmittelbar vor 
60 oder bei der Applikation in das Empfangerareal stattfindet. 
[0042] Nun befindet sich die vollstandige Zwei-Kompo- 
nenten Zusammensetzung im Empfangerareal, so daB eine 
physiologisch und morphologisch angepasste Regeneration 
des betroffenen Bereiches statttinden kann. 



Paten tansp ruche 
1. Zwei-Komponenten Zusammensetzung zur Be- 
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handlung von Hautdefekten, Ulzera, und Wunden um- 
fassend die folgenden Komponenten: 

a) Eine Fibroblastensuspension enthaltend Fibrin 
bzw. Fibrinogen als Matrix (Komponente a); und 

b) eine Keratinozytensuspension enihalrend Fi- 5 
brin bzw. Fibrinogen als Matrix (Komponente b). 

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1 , bei der die Fi- 
broblasten- oder die KeratinozytensuspeQsion oder die 
Fibroblasten- und die Keratinozytensuspension aus au- 
rologen Spenderzellen des zu behandelnden Patienten 10 
gewonnen wurden. 

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, bei der 
die verwendeten Fibroblasten- und Kcratinozytensus- 
pensioncn ini wesentlichen kollagenfrei sind. 

4. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 15 

3, bei der die verwendeten Fibroblasten- oder Kerati- 
nozytensuspensionen oder die Fibroblasten- und Kera- 
tinozytensuspensionen subkonfluent in Suspensions- 
kultur vorliegen. 

5. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 20 

4, bei der die Fibroblasten- und die Keratinozytensus- 
pension einen Fibrinkleber als Matrix enthalL 

6. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 

5, die kryokonservierte Zellen urnfaBL 

7. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 25 

6, umf assend ein Medium frei von bovinem Serum. 

8. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis . 

7, bei der die Fibroblasten- oder Keratinozytensuspen- 
sionen oder die Fibroblasten- und Kerarinozytensus- 
pensionen gentechnisch modifLzierte Zellen umfassen. 30 

9. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem 
der Anspruche 1 bis 8 zur Behandlung von chronischen 
Ulzera unterschiedlicher Genese, zur Behandlung von 
Verbrennungswunden, von posttraumatischen Wund- 
defekten, von postoperativen Wunddefekten nach 35 
Dermabrasion, Exzision oder Laser-Ablation von 
Hautveranderungen oder zur Behandlung von navoi- 
dcn Hautveranderungen und von Narbcn nach Dermab- 
rasion. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 40 
zeichnet* daB die Fibroblastensuspension gemaB (a) 
vor der Keratinozytensuspension gemaB (b) in die 
Wunde gebracht wird. 

1 1 . Verf ahren zur Herstellung einer Zusammensetzung 
nach eicein der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB die Fibroblastensuspension gemaB (a) 
oder die Keratinozytensuspension gemaB (b) oder die 
Fibroblastensuspension gemaB (a) und die Keratinozy- 
tensuspension gemaB (b) vor der Verwendung mit einer 
Thrombi nlosung gemischt werden. so 

12. Verfahren zur Herstellung einer Zusammenset- 
zung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine Thrombin entlialtende Fibro- 
blastensuspension gemaB (a) oder eine Thrombin ent- 
haltende Keratinozytensuspension gemaB (b) oder eine 55 
Thrombin enthaltende Fibroblastensuspension gemaB 
(a) und eine Thrombin enthaltende Keratinozytensus- 
pension gemaB (b) vor der Verwendung mit einer Fibri- 
nogeniosung gemischt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch ge- 60 
kennzeichnet, daB die Fibroblastensuspension gemaB 
(a) oder die Keratinozytensuspension gemaB (b) oder 
die Fibroblastensuspension gemaB (a) und die Keraii- 
nozytensuspension gemaB (b) vor dem Mischen mit 
Thrombin oder Fibrinogen mit Koliagenase behandelt 65 
werden. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Fibroblastensuspension 
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gemaB (a) oder die Keratinozytensuspension gemaB (b) 
oder die Fibroblastensuspension gemaB (a) und die Ke- 
ratinozytensuspension gemaB (b) unter Hypoxie kulti- 
viert werden. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichneu daB der Fibroblastensuspension 
gemaB (a) oder der Keratinozytensuspension gemaB (b) 
oder der Fibroblastensuspension gemaB (a) und der Ke- 
ratinozytensuspension gemaB (b) angiogenetische Fak- 
toren zugesetzt werden. 

16. Zelltransplantat, erhalrlich durch ein Verfahren ge- 
maB einem der Anspruche 11 bis 15. 



